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Vftrfafrren zur Herstellung von lagerstabilen mtdtipl eii Emulsionen 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung einer stabilen multiplen Emul- 
sion vom Typ Wasser/6l/Wasser (WOW), wobei die auBere, sowie die innere wassrige Phase 
einen pharmazeutischen Wirkstoff enthalten kann, und deren Slhaltige Phase ein nicht-ionisches 
5 Tensid enthalt, das als Emulgator wirkt. Hergestellt wird diese multiple Emulsion durch das Ein- 
bringen der wassrigen Phase durch eine porose Membran in die Olphase und anschlieBende 
Abkiihlung der Wasser-in-Ol (W/O) Emulsion zur Bildung der oben genannten W/O/W Doppel- 
emulsion, die insbesondere fur veteimamedizinische Zwecke eingesetzt wird. 

Multiple Emulsionen sind Emulsionen von Emulsionen, die vomehmlich in zwei Arten vorliegen 
10 kSnnen, namlich als W/O/W sowie als O/W/O-Emulsionen. Diese Systeme sind in vielen Anwen- 
dungsbereichen von groJJem Iuteresse. Sie erlauben zum einen den Schutz der Wirksubstanzen in 
der innersten Phase, zum anderen das- Einbringen von zwei miteinander reagierenden Wirksub- 
stanzen in zwei Phasen der selben Formulierung. AuBerdem kann eine verlangerte Wirksamkeit 
der Wirkstoffe in der innersten Phase nach Verabreichung an Organismen beobachtet werden. 

15 Heutzutage gibt es allerdings nur wenige multiple Emulsionen in Medizin und Kosmetik, da ihre 
Formulierung und ihre Stability immer noch ein Problem darstellen und die Phanomene der Emul- 
sifikation immer noch nicht ganz aufgeklart sind. Grundlagen sind dargestellt in Multiple W/O/W 
emulsions, theoretical study" Terrisse, L; M. Seiller, et al. (1992). Congr. Int. Technol. Pharm., 6* 
4: 328-35. ~- 

* 

20 In der Veterinarmedizin werden hnpfstoffe zur Immunisierung gegen einen oder mehrere Krank- 
heitserreger benotigt, bei denen der Wirkstoff mOglichst fein verteUt im hnpfstoff vorhegt und sich 
insbesondere iiber einen verlangerten Zeitraum im Tier ausbreitet. 

Multiple Emulsionen stellen ein interessantes Emulsionssystem fur die Verwendung in der Lnpf- 
stoffformuherung dar. Sie sind Emulsionen, die in der innersten Phase kleinere Tropfen einer 

25 Fliissigkeit enthalten, die der kontinuierhchen auBersten Phase entspricht. Eine Moglichkeit der 
FormuUerung eines solchen Impfstoffes ist die multiple W/O/W Emulsion. Dabei befindet sich 
z.B. der Wirkstoff in Form eines nicht loslichen Proteins einer bestimmten PartikelgroBe in der 
wassrigen innersten Phase. Durch die zusatzliche Olphase wird die Aufhahme in den Korper ver- 
zSgert, und somit die Wirksamkeit verlangerL AuBerdem wirkt das Ol, gegebenenfalls als Adju- 

30 vans, dJi. es ^"n die antigene Wirkung des Lnpfstoffs verslarken. 



Le A 36 363 



r 



-2- 

Bekannt ist die FormuUerung in Form von multiplen Emulsionen auch aus dem Bereich der Kos- 
metik. La der Offenlegungsschrift DE 196 30 176 Al sind die Zusammensetzung der Inhaltsstoffe 
sowie die HersteUung soldier Doppelemulsionen mit Hilfe der Phaseninversion beschrieben. 

Die Patentschrift US-6 251 407 Bl beschreibt erne Zusammensetzung an 01, Emulgator, wassriger 
5 Phase raid pharmazeutischem Wirkstott, die zur HersteUung eines impfstoffes herangezogen wer- 
den kann. Darin kSnnen die einzelnen Bestandteile, wie folgt, naher beschrieben werden: Bei dem 
verwendeten Ol handelt es sich urn ein sogenanntes selbst-emulgierendes Ol, das aus polyglycoli- 
sierten Glyceriden besteht. Die wassrige Phase enthalt einen Wirkstoff, bei dem es sich um ein 
Antigen handelt 

10 Diese Doppelemulsion gemaB EP-A-489 181 oder EP-A-481 982 wird durch das ,Emruhren« der 
wassrigen wnkstoffhaltigen in eine olige Phase und anschUeBende Phaseninversion zur Bildung 
einer Doppelemulsion durch Temperaturgradienten und anschlieSendes Homogenisieren durch 
Riihren hergestellt 

■ 

Der Nachteil der W/O/W-Emulsion, der sich hier wie im oben genannten FaU ergibt^ ist die 
15 inhomogene, breite TrSpfchenverteilung und die schlechte Reproduzierbarkeit der TrSpfchenver- 
teilung in der fertigen Emulsion bei unterschiedUchen Ruhrkesselgeometrien. Des weiteren ist 
dieses Verfahren nur in diskontinuierlichen Betrieb mdglich. 

Aufierdem sind Verfahren, multiple Emulsionen mit Membranen zu erzeugen, bereits bekannt. Die 
LiteratursteUe Joscelyne, S. M. and G. Tragardh (2000). ,>Iembrane emulsification - a literature 
20 review". J. Membr. Sci 169 (1): 107-117 beschreibt diese ausfuhrlich. Dabei wird eine z.B. wass- 
rige Phase in eine der Phasen iiber eine Membran eingebracht. Die TropfchengroBe entspricht dem 
2 bis lOfachen des Porendurchmessers der Membran. Einschrankungen ergeben sich aus der Limi- 
tierung der Tr6pfchengr66e durch den Radius der Membranpore. Es wurde jedoch festgestellt, dass 
sich der Durchmesser der Membranpore nachteihg auf die Einbringung eines Wirkstoffes in die 
25 Emulsion auswirkt, wenn der Wirkstofipartikel zu groB ist. 

Die Patentanmeldung EP 564 738 Al ein Membranverfahren zur HersteUung von Emulsionen, bei 
dem eine erste Emulsion durch Membranemulsifikation, die Erzeugung der Doppelemulsion durch 
Riihren, oder beide durch Membranemulsifikation bewirkt werden. Das Verfahren dient dazu, 
durch Schritte einen fettarmen Brotaufstrich in Form einer Doppelemulsion herzusteUen, die sich 
30 durch Einsparung von Stabilisatoren und QelbUdnem auszeichnet Die endgiiltigen Emulsions- 
tropfen haben dort einen mittleren Durchmesser von 10 bis 16 um. 
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Alle genannten Verfahren sind nur auf einen Anwendungsbereich zugeschnitten uad kfinnen des- 
halb nicht einfach^ auf weitere Nutzungsgebiete tibertragen werden. 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zu Grunde, eine stabile Doppelemulsion des Typs 1) W/O/W zu 
bilden, wobei die auBere und/oder die innere wassrige Phase einen pharmazeutischen Wirkstoff 
5 zJ3. in Form eines Antigens enthalt, und deren olhaltige Phase ein Tensid enthalt, das als Emul- 
gator wirkt. 

Die TropfchengroBe der Olphase sollte dabei insbesondere den mittleren Durchmesser von 3 pan, 
die der inneren wassrigen Phase von 0,3 f*m nicht uberschreiten. Das Verfahren soil zudem insbe- 
sondere eine engere TropfchengroBenverteilung und damit verbunden eine hohere Reproduzier- 
1 0 barkeit als herkommliche Verfahren aufweisen. 

Auflerdem ergibt sich das Problem, dass die heterogen und teilweise agglomeriert vorliegenden 
Wirkstofj^partikel nicht auf Grund ihrer GroBe z.B. durch die verwendete Membran getrennt oder 
durch Scherung zerstort werden. 

Es hat sich uberraschenderweise gezeigt, und darin liegt die Losung der Aufgabe begnindet, dass 
15 die oben genannten, lagerstabilen multiplen Emulsionen vom Typ W/O/W durch folgendes Ver- 
fahren, das Gegenstand der Erfindung ist, gebildet werden konnen: 

a) Einriihren des Wirkstoffs in eine wassrige Phase, 

b) Emulgieren der wassrigen Phase durch Einleiten der wassrigen Phase durch eine grob- 
porige, porose Membran in eine Olphase, 

0 c) Phaseninversion der Emulsion aus b), durch Abkiihlen der Mischung bei einer Ktihlrate 

von mindestens 0,3 K/min, bevorzugt mindestens 1 K/min, wobei entweder der wassrigen 
Phase in a) oder der Olphase in b) oder beiden Phasen ein Emulgator zugesetzt wird. 

Die Bildung der einfachen Emulsion geschieht zJ3. nach dem grundsatzlich bekannten Einriihr- 
verfahren. Die TropfchengroBe (Zahlenmittel) betragt typischerweise zwischen 10 bis 30 pm, die 
25 besagte Phaseninversionstemperatur in der Regel 60 bis 90°C. 

Fur das erfindungsgemaBe Verfahren werden bevorzugt porose anorganische Membranen, beson- 
ders bevorzugt keramische Membranen, insbesondere aus AI2O3, ZrO^ Ti02 und Mischungen aus 
diesen Oxiden, besonders bevorzugt aus AI2O3, eingesetzt 

Die PorengroBe der Membran betragt im Mittel bevorzugt 0,2 \xm bis 5 Jim, besonders bevorzugt 
30 0,3 \xm bis 3 fim. 
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Als Inhaltsstoffe fiir die kontinuierliche Phase kommen z.B. allgemein Ole in Betracht, fiir die 
diskontinuierliche Phase z.B. wassrige Losungen, insbesondere mit der kontinuierlichen Phase 
nicht mischbaren Fliissigkeiten. Bevorzugt wird als Olphase Mineralol, WeiBol oder pflanzliches 
01 eingesetzt. 

5 Eine weitere wesentliche Komponente ist der Emulgator, der je nach Zusammensetzung in der 
wassrigen a) und/oder olhaltigen Phase b) vorgelegt wird, im bevorzugten Verfahren liegt er als 
nicht-ionischer Emulgator in der Olphase b) vor. 

Das Verfahren wird besonders bevorzugt in einem Temperaturbereich bzgl. der Emulsifikation 
nach Schritt a) von 30°C bis 35°C und bzgl. der Phaseninversion einem Temperaturgradienten von 
10 3 OK mindestens aber von 1 5K durchgefuhrt. 

Es zeigt sich, dass mit dem Verfahren durch eiae entsprechende Auswahl der Einsatzstoffe und 
Betriebsbedingungen eine extrem enge TropfchengroBenverteilung und ein mittlerer Tropfchen- 
durchmesser (Olphase) von 1 Jim bis 3 |im erreicht werden konnen. 

Der in der wassrigen, also insbesondere diskontinuierlichen Phase vorgelegte Wirkstoff kann 
15 beispielsweise ein pharmazeutischer Wirkstoff bevorzugt fur tiennedizinische Zwecke, insbeson- 
dere ein Antigen fiir eine ImpfstoffiFormulierung sein. 

Bevorzugt ist der Wirkstoff ausgewahlt aus der Reihe: 

Einem Antigen, wie beispielsweise einem Virus, einem Mikroorganismus, spezieller einem Bak- 
terium oder Parasit, oder einem Praparat bestehen, das eine Peptidkette enthalt. Dieses Praparat 
kann ein Protein oder ein Glykoprotein^ besonders ein Protein oder ein Glykoprotein, das aus 
einem Mikroorganismus erhalten wurde, ein synthetisches Peptid oder ein Protein oder Peptide, 
das durch gentechnische Manipulation hergestellt wurde. 

Oben genannter Virus und/oder Mikroorganismus kann vollstandig inaktiviert, lebend oder abge- 
schwacht sein. 

25 Als Virus, das ein Antigen darstellt, konnen bevorzugt genannt werden: ToUwutvirus, Aujeszky 
Viren, Grippeviren, der Virus der Maul-und-Klauenseuche und HTV Viren. 

Als Mikroorganismus oder Bakterienart, die ein Antigen darstellen, konnen bevorzugt genannt 
werden: E.Coli und die der Stamme Pasteurella, Furonculosis, Vibriosis, Staphylococcus und 
Streptococcus. 
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Als Parasiten konnen bevorzugt genannt werden die der Stamme Trypanosoma, Plasmodium und 
Leishmania. 

Die Druckdifferenz uber der Membran (Transmembrandruck) betragt bevorzugt 0,5*10 5 Pa bis 
25*10^, bevorzugt aber 0,5*10^ bis 5*10 5 Pa je nach WirkstofiQconzentratioii in der diskon- 
5 tinuierlichen wassrigen Phase. 

Das Verfahren kann grundsatzlich kontinuierlich oder in Batchfahrweise betrieben werden. 
Bevorzugt wird das Verfahren in alien Schritten kontinuierlich durchgefiihrt. 

Die Uberstromung der kontinuierlichen Phase liegt bevorzugt zwischen 0,5 und 5 m/s besonders 
bevorzugt zwischen 1 und 3 m/s. Der Dispersphasenflux der diskontinuierlichen Phase durch die 
Membran betragt insbesonderevon 50 bis 1500 L/(m 2 *h), bevorzugt von 800 bis 1200 L/(m 2 *h). 

Die diskontinuierUche wassrige Phase, die der Erfindung zu Grunde liegt, besteht bevorzugt aus 
einem Elektrolyten, der bevorzugt eine Kombination aus schwachen Sauren und schwachen Basen, 
schwachen Sauren und starken Basen oder starken Sauren und schwachen Basen. 

Besonders bevorzugt enthalten die Elektrolyte eine oder mehrere der folgenden Verbindungen: 

1 5 Borsaure, Phosphorsaure, N-2<Acetamido>2-aminoethansulfonsaiu-e, N-2-(Acetamido)-2-iminodi- 
essigsaure, Alanin, 2-Amino-2-methyl-l,3-propandiol, Ammoniak, N,N-Bis(2-hydroxyethyl)-2- 
aminoethansulfonsaure, NJN-Bis(2-hydroxyethyl)glycin, 2,2-Bis(hychoxye1hyl)-iminotris(hydroxy-- 
methyl)methan, 2-(Cyclohexylamino)ethansulfonsaure, 3-[4-(2-Hydroxyethyl)l-piperazinyl]pro- 
pansulfonsaure, Histidin, Imidazol, Milchsaure, 2-Morpholinoethansulfonsaure, 2-Morpholinopro- 
0 pansulfonsaure, Piperazin-l,4-bis(2-ethansulfonsaure), N4Tris(hydroxymethyl>methyl]-2-amino- 
ethansulfonsaure, N-|Tris(hydroxymethyl>metiiyl]glycin, Triethanolamin, Tris(hydroxymethyl> 
aminomethan, Zitronensaure. 

Das Verfahren kann grundsatzlich steril betrieben werden. 

Das Verfahren kann auch dahingehend modifiziert werden, dass mehrere verschiedene diskonti- 
25 nuierliche wassrige Phasen mit verschiedenen Inhaltsstoffen liber mehrere unterschiedliche Mem- 
branen an verschiedenen Stellen der Olphase zudosiert werden. Dies ist besonders vorteilhaft, 
wenn die einzelnen Wirkstoffe eine gegenseitige Unvertraghchkeit oder Reaktivitat miteinander 
aufweisen. 

Ein vorteilhafter Nebeneffekt des Verfahrens ist die Nutzung der Membran als Emulgiennembran 
30 auf der einen und Mittel zur Filtration auf der anderen Seite, beispielsweise zur Abtrennung von 
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unerwiinschten Agglomerate^ Verunreinigungen oder zu groflen Wnkstoffrartikeln, die einen 
groJieren Durchmesser als die Poren der Membran aufweisen und die Qualitat des gewiinschten 
Produktes beeintracb.ti.gen konnen. 

Die Separation von oben genannten unerwiinschten Nebenkomponenten kann in einem Verfah- 
rensschritt realisiert werden, ebenso wie in einem mehrstufigen Verfahren. 

Die Membranfiltration im Anschluss an eine Membranemulsifikation kann auBerdem der Produkt- 
aufkonzentrierung und/oder -entsalzung dienen. 

Die beschriebene Erfindung eignet sich insbesondere in der Tiergesundheit fur die Formidierung 
von Impfstoffen nach oben beschriebenen HersteUungsverfahren, ebenso wie fur die Formulierung 
von pharmazeutischen Wirkstoffen in der Humanmedizin, die sich durch eine gunstige Darrei- 
chun^form und anpassbare Controlled release" Eigenschaften auszeichnen. 

Die nachfolgenden Beispiele betreffen vorteilhafte erfindungsgemaBe Ausfuhrungsfonnen. Die 
Zahlenwerte bedeuten stets Gewichtsprozente, bezogen auf das Gesamtgewicht der Zubereitung, 
sofern nicht ausdrucklich etwas anderes angemerkt ist. 

In den Figuren zeigen: 

Fig. 1 Schematische Darstellung der in dem Beispiel verwendeten Versuchsanlage 
Fig. 2 Schema einer mehrstufigen Anlage zur Durchfuhrung des Verfahrens. 
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Beispiele 
Beispiel 1 

Material: 

A. 50mM HEPES-Puffer pH 8,32 50,00 % 

B. Montanide ISA 206 49,95 % 

C. Triethylamin (TEA) 0,05 % 

Es wurden folgende Gerate benutzt: 

2 GlasgefaBe 1,2 zu je 2L 
Schlauchptunpe 3 Verder SF1500 
10 HPLC Pranpe 4 
Membranmodul 5 

Membran 6 Inocennic PorengroBe 1,0 \\m 
3-Wege-Ventil 7 

Schlauche, Schlauchverbindungen 
15 Warmetauscher 8 

Produktbehalter 9, GlasgefaB 2L 

Es wurde die folgende Anlage gemaB Schema nach Fig. 1 im LabormaBstab verweadet: 

Die Olphase 1, die das TEA enthalt und die wassrige Phase 2 bestehend aus HEPES-Puffer, wer- 
den auf 33°C erhitzt. Nach Erlangen dieser Temperatur werden die beiden Phasen Uber eine kera- 
20 mische Membran 6, die sich in einem Modul genannten Gehause 5 befjndet, mit einem Poren- 
durchmesser von 1,0 \im miteinander in Verbindung gebracht und solange von den Pumpen 3 und 
4 im Kreislauf gefbrdert bis die gesamte Menge an wassriger Phase mit der Olphase vereint ist. 
Nach der sog. Membranemulsifikation wird die entstandene W/O Emulsion mittels eines Ventils 7 
fiber einen Warmetauscher 8 geleitet und dort auf 4°C abgekiihlt, wobei die Phaseninversion statt- 
25 findet. Die Abktthlrate betragt 2,5 K/min. Die entstandene multiple W/O/W Emulsion wird im 
Produktbehalter 9 aufgefangen. 

Sie weist Tropfchen mit einem Tropfendurchmesser von 2,3 um auf. 
Die vollstandigen Versuchsparameter finden sich in Tabelle 1 . 

Figur 2 zeigt eine modifizierte Anlage fur die Einbringung von einer Vielzahl n von Wirkstoffen. 



Le A 36 363 



-8- 



Dabei wird eine kontmuierliche Phase 1 iiber eine Pumpe 3 hintereinander durch mehrere Mem- 
branmodule 5 geleitet. Diese Phase kaim temperiert werden. Nach Erlangen der gewiinschten 
Temperatur konnen verschiedene, ebenfalls temperierbare, diskontmuierliche Phasen 2, 7, 9, n mit 
verschiedenen Wirkstoffen und Elektrolyten durch die Membranen 6, 8, 10, n+1, die sich im Hin- 
5 blick auf Material und PorengroBe unterscheiden konnen, emulgiert werden. Uber das Ventil 1 1 
kann die gebildete W/O Emulsion iiber einen Warmetauscher 12 geleitet und dort noch einmal 
temperiert werden, urn eine Phaseninversion zu induzieren. Die entstandene Emulsion kaim in 
Produktbehalter 13 aufgefangen werden. 

* 

Beispiel 2 

10 Material: 

A. 50mM HEPES-Puffer pH 8,32 48,50% 

B. MKS-Konzentrat (monovalent) 1,50% 

C. Montanide ISA 206 49,95% 

D. Triemylamin (TEA) °> 05% 

15 Es wurden folgende Gerate benutzt: 
Vgl. Beispiel 1 

Membran 6 Ihocermic PorengroBe 1,0 um 

Die wassrige Phase bestehend aus HEPES-Puffer mit dem MKS-Konzentrat und die Olphase, die 
das TEA enthalt werden auf 33°C erhitzt Bei Erreichen der 33°C werden die beiden Phasen iiber 
eine keramische Membran mit einem Porendurchmesser von 1,0 um miteinander in Verbindung 
gebracht und solange im Kreislauf gefdrdert bis die gesamte Menge an wassriger Phase mit der 
Glphase vereint ist Die so entstandene W/O Emulsion wird iiber einen Warmetauscher auf 4°C 
abgekuhlt, wobei die Phaseninversion stattfindet. Die Kiihlrate betragt 2,5 K/min. Die entstandene 
multiple W/O/W Emulsion weist Tropfchen mit einem Tropfendurchmesser von 2,0 um auf. 
25 Sonstige Versuchsparameter entsprechen Beispiel 1 und Tabelle 1 . 

Beispiel 3 

Material: 

A. 50mM HEPES-Puffer pH 8,32 45,50% 

B. MKS-Konzentrat (trivalent) 4,50% 
30 C. Montanide ISA 206 49,95% 

D. Triemylamin (TEA) °> 05 ° /o 
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Es wurden folgende Gerate benutzt: 
Vgl. Beispiel 1 

Membran 6 Inocermic PorengroBe 3,0 \im 

Die v/assrigs Phase bestehesd aus KEPES Puffer mit dem MKS Kcnzsntrat und die Olphase, die 
5 das TEA enthalt werden auf 33°C erhitzt. Bei Erreichen von 33 °C werden die beiden Phasen uber 
eine keramische Membran mit einem Porendurchmesser von 3 um miteinander in Verbindung 
gebracht und solange im Kreislauf gefdrdert bis die gesamte Menge an wassriger Phase mit der 
Olphase vereint ist. Die so entstandene W/O Emulsion wird iiber einen Warmetauscher auf 4°C 
abgekiihlt, wobei die Phaseninversion stattfindet. Die Kuhbrate betragt 2,3 K/min. Die entstandene 
1 0 multiple W/O/W Emulsion weist Tropfchen mit einem Tropfendurchmesser von 2,0um auf. 

Die vollstandigen Versuchsparameter finden sich in Tabelle 1 . 
Beispiel 4 
Material: 

A. 50mM HEPES-Puffer pH 8,32 45,50% 
15 B. MKS-Konzentrat (monovalent) 4,50% 

C. Montanide ISA 206 49,95% 

D. Triethylamin (TEA) 0,05% 

♦ 

Es wurden folgende Gerate benutzt: 

Vgl. Beispiel 1 
20 Membran 6 Inocermic PorengroBe 3,0 um 

Die ganze Versuchsanlage wurde zuvor dampfsterilisiert bei 121°C fur 30min, und der Versuch 
unter absoluten Sterilbedingungen gefahren. Der weitere Versuchsverlauf entspricht Beispiel 3. 
Die Kuhlrate betragt 1,4 KVmin. Die verwendete Membran hat einen Porendurchmesser von 3 um. 
Die entstandene multiple W/O/W Emulsion weist Tropfchen mit einem Tropfendurchmesser von 
25 2,0 um auf. Die anschlieBende Injektion ins Tier ergab eine Wirksamkeit von 100% bezogen auf 
die Wirksamkeit des mit dem herkommlichen Verfahren hergestellten hnpfetofis. 



Die vollstandigen Versuchsparameter finden sich in Tabelle 1 
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Tabelle 1 : Versuchsparameter der Beispiele 1 bis 4 
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Patentanspriiche 



1. ' Verfahren zur Herstellung von lagerstabilen, multiplen Emulsionen vom Typ 
Wasser/Ol/Wasser (W/OAV), die ein oder mehrere Wirkstoffe enthalten mit den Sohritten 



0 2. 



4. 



25 8. 



9. 



b) 



«. .. i j TT7"_1 t _ _CC_ _ * .Si ! Til — ~ 



c) 



Emulgieren der wassrigen Phase durch Einleiten der wassrigen Phase durch eine 
grobporige, porose Membran in eine Olphase, 

Phaseninversion der Emulsion aus b), durch Abkiihlen der Mischung bei einer 
Kiihlrate von mindestens 0,3 K/min, wobei entweder der wassrigen Phase in a) 
oder der Olphase in b) oder beiden Phasen ein Emulgator zugesetzt wird. 



Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeicimet, dass als Membran porose anorga- 
nische Membram, bevorzugt keramische Membran, besonders bevorzugt Membranen aus 
Aluminiumoxid, Zirkonoxid oder Titanoxid, bevorzugt aus Aluminiumoxid eingesetzt 
werden. 

Verfahren nach Ansprtichen 1 bis 2, dadurch gekennzeichnet, dass die PorengrSBe der 
verwendeten Membran 0,2 bis 5 um, bevorzugt 0,3 bis 3 urn, betragt. 

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass als 6l fiir die 
Olphase ein Stoff ausgewahlt aus der Reihe Mineralol, WeiJ36l oder pflanzHchem 01 ver- 
wendet wird. 

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass als Emulgator 
ein nichtionischer Emulgator verwendet wird, der in der Olphase vorgelegt wird. 

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass die Emulsifi- 
kation in Schritt a) bei einer Temperatur von 30 bis 35°C durchgefuhrt wird. 

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass die Phasen- 
inversion gemaB Schritt c) bei einer Kiihlrate von mindestens 1 K/min durchgefuhrt wird. 

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dass die Druck- 
differenz uber der Membran 0,5 *105pa bis 25*105pa, bevorzugt 0,15*105p a bis 5*10 5 Pa 
betragt. 

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dass das Verfahren 
in alien Schritten kontinuierlich durchgefuhrt wird. 
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Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, dass der Wirkstoff 
ein pharmazeutischer Wirkstoff, bevorzugt ein pharmazeutischer Wirkstoff far tiermedi- 
zdnische Zwecke, besonders bevorzugt ein Antigen fur eine Impfstofffonnulierung ist. 

Verfabren nach Anspruch 10, dadurcb gekennzeichnet, dass der Wirkstoff ausgewahlt ist 
aus der Reihe umfassend ein Antigen, bevorzugt ein Virus oder einen Mikroorganismus, 
insbesondere ein Bakterium oder Parasit, oder ein Praparat, das eine Peptidkette enthalt, 
bevorzugt ein Protein oder ein Glykoprotein, besonders bevorzugt ein Protein oder ein 
Glykoprotein, das aus einem Mikroorganismus erhalten wurde, ein synthetisches Peptid 
oder ein Protein oder Peptide, das durch gentechnische Manipulation hergestellt wurde. 

Multiple Emulsion des Typs W/O/W erhaltlich aus einem Verfabren gemaB einem der 
Anspriiche 1 bis 11. 

Verwendung der Emulsion gemaB Anspruch 12 als Lnpfstoff fur human- oder veteritar- 
medizinische Zwecke. 
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Verfahren zur Herstellung von Iagerstabilen multiplen Emnlsionen 

Zusammenfassung 

Es wird ein Verfahren zur Herstellung von Iagerstabilen, multiplen Emulsionen vom Typ 
Wasser/Ol/Wasser (W/O/W), die ein oder mehrere Wirkstoffe enthalten, beschrieben. 

Das Verfahren umfasst die Schritte 

a) Einriihren des Wirkstoffs in eine wassrige Phase, 

* 

b) Emuigieren der wassrigen Phase durch Einleiten der wassrigen Phase durch eine grob- 
porige, porose Membran in eine Olphase, 

c) Phaseninversion der Emulsion aus b), durch Abkiihlen der Mischung bei einer Kiihlerate 
von mindestens 0,3 K/min, wobei entweder der wassrigen Phase in a) oder der Olphase in 
b) oder beiden Phasen ein Emulgator zugesetzt wird. 
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Fig. 1 
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